Optical bio-sensor comprising silicon monolayer bonded to titanium di:oxide waveguide Page 1 of 3 




^5^ll|5SBIgEgS [8«8SBBa| Mv Account 



Search: Ouick/Number Boolean Advanced Der 



Derwent Record 



E3 Err 



View: Expand Details Goto: Delphion Integrated View 



Tools: Add to Work File: j Create new Wor 



Derwent Title: 
Original Title: 
Assignee: 

Inventor: 

Accession/ 
Update: 
IPC Code: 

Derwent Classes: 
Manual Codes: 



Derwent 
Abstract: 



Images: 



Optical bio-sensor comprising silicon monolayer bonded to titanium dkoxide 
waveguide - is useful for analyte determination in human and veterinary 
diagnostics, environmental and food analysis and biochemical research 

HJ EP0596421A1 : Ti02-waveguide elements capable of recognising biological 
molecules for use in the field of biosensors 



HOFFMANN LA ROCHE & CO AG F Standard company 
Other publications from HOFFMANN LA ROCHE & CO AG 
F(HOFF)... 

BARNER R; FATTINGER C; HUBER W; HUEBSCHER J; 
SCHLATTER D; 

1994-152834/199419 




G01N 21/55 ; G01N 33/547 ; G01N 33/557 ; C07K 17/14 ; 
C12M 1/00 ; C12Q 1/68 ; G01N 21/17 ; G01N 21/27 ; G01N 
21/59 ; G01N 21/77 ; G01N 33/543 ; G01N 33/551 ; G01N 
33/553 ; 

B04 : C07 : D14 : J04 : D16 ; 

B05-A03B(Other transition metals, lanthanides - metals and 
compounds) , B05-B01B(Si organic) , B12-K04(Diagnosis 
and testing [general]) , C05-A03B(Other transition metals, 
lanthanides - metals and compounds) , C05-B01B(Si 
organic) f C11-C07A(Antigen - antibody reaction general) p 
C11-C08B(Testing/detection - potentiometry, polarography) , 
C11-C08E(Biological procedures for testing general) , C12- 
K04(Diagnosis and testing [general]) , C12-K04A(Diagnosis 
of diseases or conditions in animals [general]) , C12-K04F 
(Tests involving DNA, hybridisation probes etc.) , D05-H09 
(Testing and detection [exc. bacteria, fungi, viruses]) , J04- 
C04(lnvestigation by material) 

( EP0596421A ) The optical biosensor comprises a monomolecular layer of substd. 
Si molecules of formula (I) which carries receptor molecules and which is bonded 
through the Si atom, directly or indirectly through an intermediate layer, to a Ti02 
wave guide. Y and Z are not defined in main claims but in dependent claims are Y is 
a spacer gp., suitably -CH2-(CH2)n-CH2-,-CH2-(CF2)n-CH2-, CH2-(CF2)n-CF2-, 
(CH2n'0-(CH2)n")m-(n = 1-30; m,n\n" = 2-6) or a combination of opt. fluorinated 
alkylene and oligo-alkylene glycol. Z is a) OH; COOH; NH2; Me; or opt. fluorinated 
alkyl; b) a deriv. of a hydrophilic short-chain molecule; c) a hydrogel-forming gp. 
USE/Advantage - The biosensor is used to determine analyte concns. in human 
and veterinary diagnoses, in environmental and food analysis and in biochemical 
research (3.5. to quantify antibody-antigen, receptor-ligand and DNA protein 
interactions). The biosensor has high sensitivity and specificity and is of wide 
applicability. 



http://wvw.delphionxoiWderw^ 8/2/2006 



Optica] bio-sensor comprising silicon monolayer bonded to titanium dkoxide waveguide Page 2 of 3 




Family: pdf Patent Pub. Date Derwent Update Pages Language IPC Code 

M EP0596421A1 * 1994-05-11 199419 12 German G01N 21/55 

Des. States: (R) be ch de dk es fr gb gr ie it li lu nl pt 
Local appls.: EP1 9930001 17547 Filed: 1993-1 0-29 (93EP-01 17547) 

0 JP06265553A = 1994-09-22 199443 9 English G01N 33/547 

Local appls.: JP1 993000277086 Filed:1 993-1 1-05 (93JP-0277086) 

0 C A2 108705 A = 1994-05-07 199429 English G01N 33/557 

Local appls.: CA1 9930021 08705 Fiied:1 993-10-19 (93CA-2 108705) 



INPADOC Show le g al status actions 
Legal Status: 

First Claim: 1. Optischer Biosensor bestehend aus einem dielektrischen Wellenleiter und einer 
show all claims organischen Tragerschicht an welche Rezeptormolekule gebunden sind, dadurch 
gekennzeichnet, dass die organische Tragerschicht eine rnonomolekulare Schicht 
bildet, wobei die TrSgerschicht aus Molekulen der allgemeinen Formel I 



&rhdurule; Si - Y - Z I 



Priority Number: 



besteht und die Molekule der Tragerschicht uber das Si-Atom direkt an einen 
Ti0 2 -Wellenleiter oder gewunschtenfalls indirekt uber eine Zwischenschicht an 

einen Ti0 2 -Wellenleiter gebunden sind. 



Application Number 


Filed 


Original Title 


CH 1992000003444 


1992-11-06 





■ Chemical 
Indexing Codes: 

Markush 
Compound 
Numbers: 
Specific 
Compound 
Numbers: 
Registry 
Numbers: 



Show chemical indexing codes 



Show Markush numbers 



Show specific compounds 



04[M2] 1966U 
05[M2]:1694U 



http://www.delphionxoiWdement/p/dw 8/2/2006 



Optical bio-sensor comprising silicon monolayer bonded to titanium di:oxide waveguide Page 3 of 3 



Unlinked 
Registry Numbers: 
v Related 
Accessions: 



06[M2]:1544U 
1544U 1694U 1966U 



Accession Number 


Type 


Derwent 
Update 


Derwent Title 


C1994-070148 


C 






1 item found 



Title Terms: OPTICAL BIO SENSE COMPRISE SILICON MONOLAYER BOND TITANIUM Dl 
OXIDE WAVEGUIDE USEFUL ANALYTE DETERMINE HUMAN VETERINARY 
DIAGNOSE ENVIRONMENT FOOD ANALYSE BIOCHEMICAL RESEARCH 



Pricing Current charges 



THOMSON 

* 



Derwent Searches: 



Boolean | Accession /Number | Advanced 



Data copyright Thomson Derwent 2003 



Copyright C : 1997-2006 The Thoi 
Subscriptions | Web Semina rs | Priva cy | Terms & Conditions t Site Map | £o_ntact_JJ 



http://www.delphionxom/derwen 



8/2/2006 



® 



® 



J 



Europalsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europ£en des brevets 



© Veroffentlichungsnummer: 0 596 421 A1 
EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 93117547.5 


© int. ciA G01N 21/55, G01N 33/551, 


© Anmeldetag: 29.10.93 


\jt\J MM OO/OH/ 




© Prioritat: 06.11.92 CH 3444/92 


© Anmelder: F. HOFFMANN-LA ROCHE AG 




Postfach 3255 


@ Verotfentlichungstag der Anmeldung: 


CH-4002 Basel(CH) 


11.05.94 Patentblatt 94/19 




® Benannte Vertragsstaaten: 


© Erfinder: Barner, Richard 


16 Traubenweg 


BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LI LU NL PT 


CH-4108 Wftterswll(CH) 




Erfinder: Fattlnger, Christof 




7 Emmengasse 




CH-4249 Blauen(CH) 




Erfinder: Huber, Walter 




62 Zlegelhotweg 




CH-4303 Kalseraugst(CH) 




Erfinder: Hubscher, Josef 




1 Saspelstrasse 




CH-4208 Nunningen(CH) 




Erfinder: Schlatter, Daniel 




67 Bruderholzstrasse 




CH-4104 Oberwll(CH) 




© Vertreter: Buntz, Gerhard et al 




Grenzacherstrasse 124 




Postfach 3255 




CH-4002 Basel (CH) 



© Biologisch erkennende Elemente auf neuen Ti02-Wellenleitern fur die Anwendung in der 
Blosensorlk. 



© Die vorliegende Erfindung betriffl die Beschich- 
«— lung dielektrischer Ti02-Wellenleiter mit biologisch 
^ erkennenden Elementen, wodurch Biosensoren ho- 

her Empfindlichkeit und Spezifitat fur ein Analytmo- 
^ lekul entstehen. 

^ Die Beschichtung besteht aus einer organischen 

Tragerschicht. an die die Rezeptormolekule gebun- 
0) den sind, wobei die Tragerschicht eine geordnete 
lO monomolekulare Schicht beinhaltet, welche aus Mo- 
q lekulen der allgemeinen Formel I 

gj > Si - Y - Z I 

besteht. 



Diese Schicht ist uber das Si-Atom direkt an 
einen Ti02-Wellenleiter oder gewunschtenfalls uber 
eine Zwischenschicht an einen Ti02-Wellenleiter ge- 
bunden. 

Bei den Rezeptormolekulen handelt es sich um 
biologische Molekule mit Erkennungseigenschaften 
wie Antigene, Antikorper, Rezeptoren, dsDNA, 
ssDNA. 

Die Anordnung der Rezeptormolekule auf der 
Sensoroberflache kann sowohl zweidimensional als 
auch dreidimensional sein, und die Rezeptormoleku- 
le konnen ungerichtet Oder gerichtet an der organi- 
schen Tragerschicht immobilisiert sein. 
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Die vorliegende Erlindung betrittt opttsche Bio- 
sensoren sowie Verfahren zu deren Herstellung; im 
Speziellen betriftt sie Methoden und Verbindungen 
zum Aufbringen von biologisch erkennenden Ele- 
menten auf die fOr diese neuen optischen Senso- 
ren verwendeten Ti02-Wellenleiter. 

Gemass Definition ist ein Biosensor ein Gera't 
bestehend aus einem Transducer und einem biolo- 
gisch erkennenden Element (Trends in Biotechnol. 
2 (1984), 59). Derartige Biosensoren konnen einge- 
setzt werden fur die Bestimmung von Analytkon- 
zentrationen z.B. in der Human- und Veterinardia- 
gnostik, in der Umweltanalytik und in der Lebens- 
mittelanalytik oder innerhalb der biochemischen 
Forschung fur die Quantifizierung von intermoleku- 
laren Wechselwirkungen biologisch aktiver Sub- 
stanzen (z.B. Antikorper-Antigen-Wechselwirkung, 
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung, DNA-Protein- 
Wechselwirkung etc.). 

Dem biologisch erkennenden Element eines 
Biosensors kommt die Aufgabe zu, ein Analytmole- 
kul in Losung zu erkennen und zu binden (sog. 
Affinitatssensor) oder katalytisch umzuwandeln 
(sog. erzymatischer, metabolischer Sensor). Die 
damit einhergehende Veranderung des biologisch 
erkennenden Elementes wird durch den mit dem 
Element in engem Kontakt stehenden Transducer 
(Signalwandler) erkannt und in ein prozessierbares 
Signal umgewandelt. 

Eine Kasse derartiger Transducer detektiert 
Aenderungen in den optischen Eigenschaften des 
biologisch erkennenden Elementes (z.B. Absorp- 
tion, Brechzahl) mittels einer optischen Oberfla- 
chenwelle, die in einer wellenleitenden Schicht ent- 
lang der Grenzflache Transducer/erkennendes Ele- 
ment gefUhrt wird. Diese Klasse von Transducern 
lasst sich aufgrund von unterschiedlichen wellenlei- 
tenden Schichtstrukturen in zwei Gruppen einteilen. 
Eine erste Gruppe umfasst Transducer, bei denen 
diese wellenleitende Struktur die Grenzflache zwi- 
schen einem Metall und einem Dielektrikum dar- 
stellt. Die an dieser Grenzflache gefuhrte Welle ist 
das Oberflachenplasmon (Sensors and Actuators 4 
(1983) 299). Die zweite Gruppe umfasst Transdu- 
cer mit dielektrischen wellenleitenden Schichten. 
Die gefuhrten optischen Wellen sind Wellenleiter- 
moden (Opt. Lett. 9 (1984) 137; Sensors and Ac- 
tuators A, 25 (1990) 185; Sensors and Actuators B, 
6 (1992) 122; Proc. Biosensors 92, extended ab- 
stracts, pp 339 & pp 347). 

Die vorliegende Erfindung betriftt Biosensoren, 
denen dielektrische Wellenleiter zugrunde liegen. 
Das Funktionsprinzip derartiger Transducer kann 
auf der Basis der Feldverteilung der in derartigen 
Wellenleitern gefUhrten Moden erklart werden. Das 
elektrische Feld der gefuhrten Moden ist nicht al- 
lein auf die geometrischen Abmessungen des Wel- 
lenleiters beschrankt, sondern besitzt sogenannte 



evanescente Anteile, d.h. die Feldverteilung der 
gefuhrten Moden klingt in den zum Wellenleiter 
benachbarten Medien (z.B. in dem die wellenleiten- 
de Schicht tragenden Substrat oder im Superstrat) 

5 exponentiell ab. Veranderungen in den optischen 
Eigenschaften des dem Wellenleiter benachbarten 
Substrates oder Superstrates innerhalb der Reich- 
weite des evanescenten Feldes beeinflussen die 
Propagation dieser Moden und konnen durch ge- 

w eignete Messeinrichtungen detektiert werden. Ent- 
halt das Superstrat innerhalb der Reichweite des 
evanescenten Feldes das biologisch erkennende 
Element, so konnen die mit dem Binden oder 
Umwandeln einhergehenden Veranderungen in den 

75 optischen Eigenschaften dieses Elementes durch 
diese optische, oberflachensensitive Methode de- 
tektiert und in Bezug auf eine Analytkonzentration 
kalibriert werden. 

Es ist aus der Literatur bekannt, dass die Ober- 

20 flachenspezifizitat und die Oberflachensensitivitat 
des Verfahrens umso hoher sind, je kleiner die 
effektive Dicke der wellenleitenden Schicht ist (Mo- 
nomode-Wellenleiter) und je hoher der Brechzahl- 
sprung an der Grenzflache Wellenleiter/Substrat 

25 und Wellenleiter/Superstrat ist. T1O2 ist aufgrund 
seiner hohen Brechzahl deshalb als Material fur 
derartige Wellenleiter besonders geeignet und es 
konnte kUrzlich gezeigt werden (Proc. Materials 
res.Soc. Spring Meeting, San Francisco, 1992), 

30 dass mittels der PICVD Technik wellenleitende Fil- 
me aus diesem Material mit einer Brechzahl von 
2.45 fOr die Sensorik hergestellt werden konnen. 

Die vorliegende Erfindung betriftt die Beschich- 
tung derartiger Ti02 -Wellenleiter mit biologisch er- 

35 kennenden Elementen, wodurch Biosensoren hoher 
Empfindlichkeit und Spezifizitat fur ein Analytmole- 
kul entstehen. Die Grundlage fUr diese erkennen- 
den Elemente liegt darin, dass fur ein selektives 
Erkennen und Binden (und/oder Umwandeln) eines 

40 Analytmolekuls (z.B. Antigen, Ligand, Wirkstoff, 
ssDNA, etc) ein sogenanntes ErkennungsmolekOI 
(z.B. Antikorper, Membranrezeptor, ssDNA-Probe 
etc) herangezogen wird. Diese Erkennungsmoleku- 
le konnen dabei sowohl in ihrer naturlich vorkom- 

45 menden und isolierbaren Form als auch in einer 
chemisch oder biotechnologisch herstellbaren 
Form verwendet werden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt 
darin, einen optischen Biosensor bereitzustellen so- 

50 wie ein Verfahren zu seiner Herstellung, wobei der 
Biosensor auf einem Ti02 -Wellenleiter und einer 
organischen Tragerschicht mit den daran gebunde- 
nen Rezeptormolekulen besteht und diese Trager- 
schicht den Anforderungen der optischen Biosen- 

55 sorik genOgt, d.h. 

- deren Schichtdicke nicht grosser ist als die 
Reichweite des evanescenten Feldes des im 
Wellenleiter gefuhrten Modes 
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- deren Aufbau sich in Bezug auf das im Wel- 
lenleiter gefuhrte Licht ats optisch homogen 
erweist 

- welche sich als chemisch resistent erweist 
gegen Medien mit denen sie in Kontakt 
kommt (Seren, Fermentationsldsungen, etc.) 

- an welcher die ErkennungsmolekOle so ver- 
ankert sind, dass sie ihre naturliche Aktivitat 
bewahren 

- an welcher die ErkennungsmolekOle so ver- 
ankert sind, dass sie im Kontakt mit der Pro- 
be nicht wegdissozieren. 

Entsprechend den verschiedenen Analytmole- 
kOlen bzw. erkennenden Rezeptormolekdlen sind 
als Aufgabe der Eiiindung entsprechende erken- 
nende Elemente aul den neuen Ti02 -Wellenleitern 
bereitzustellen. 

Erfindungsgemass wird die Aufgabe gelost 
durch Bereitstellen, eines optischen Biosensors be- 
stehend aus einem dielektrischen Wellenleiter und 
einer organischen Tragerschicht an welche Rezep- 
tormolekule gebunden sind, wobei die organische 
Tragerschicht und die daran gebundenen Rezep- 
tormolekule eine geordnete monomolekulare 
Schicht bildet und wobei die Tragerschicht aus 
Molekulen der allgemeinen Formel I 

7 Si - Y - Z I 

besteht und wobei die Molekule der Trager- 
schicht uber das Si-Atom direkt an einen Ti02- 
Wellenleiter gebunden sind Oder gewOnschtenfalls 
uber eine Zwischenschicht an einen Ti02-Wellen- 
leiter gebunden sind. 

Im folgenden werden Beispiele von optischen 
Biosensoren sowie ein Verfahren zur Darstellung 
der erfindungsgemassen Biosensoren beschrieben. 

Fur den Aufbau der organischen Tragerschich- 
ten mit den hier geforderten Eigenschaften wird die 
T1O2 -Wellenleiteroberflache zuerst mit einer ho- 
mogenen organischen Zusatzschicht versehen. Die 
fur die Derivatisierung der Ti02-Oberflache verwen- 
deten Verbindungen sind Silane der allgemeinen 
Formel II 

(R'RWjSi-Y-X II 
worin 

-Si(R 1 R 2 R 3 ) eine Kopplungsgruppe zur TiCV 
Schicht darstellt und R 1 R 2 R 3 Alkyl, Alkoxy Oder 
Halogen sein kann, jedoch mindestens einer dieser 
Reste entweder Alkoxy Oder Halogen ist, 

-Y eine Spacergruppe ist und als solche entwe- 
der eine Alkylenkette -CH2-(CH 2 ) n -CH2-, eine Fluo- 
ralkylenkette -CH2-(CF 2 ) n -CH2- Oder -CH 2 -(CF 2 ) n - 
CF 2 -mit n= 1-30, eine Oligoethylenkette *[(CH 2 ) n - 
0-(CH 2 ) n "]m- mit n'.n" = 2-6 und m =2-6 Oder 
eine Kombination von Alkylen-, Fluoralkylen oder 



Oligoalkylenglykol darstellt und 

-X entweder Wasserstoff oder Fluor oder eine 
chemisch reaktive Gruppe ist, welche mit -Si- 
(R 1 R 2 R 3 ) kompatibel ist wie z.B KarbonsSurehalo- 

5 genid (-COHal), Olefin (-CH = CH2). Nitril (-CN), 
Thiocyanat (-SCN) und Thioacetat (-SCOCH 3 ) oder 
wenn R\R 2 ,R 3 = Alkoxy auch Amin (-NH 2 ). 

Diese Gruppen X konnen nach der Addition 
der Verbindungen an die TiCb-Oberflache durch 

10 geeignete chemische Nachbehandlungen auch 
uberfuhrt werden in nicht -Si(R 1 R 2 R 3 )-kompatible 
Gruppen wie z.B. in Azid und weiler in Amin, oder 
Nitril in Amin s oder Halogen in Thiocyanat und 
weiter in Thiol, oder Thioacetat in Thiol oder Olefin 

75 in Epoxid, Diol, Halogenid, Dihalogenid oder Kar- 
bonsaure etc. 

An die ursprungliche Gruppe X oder die wie 
eben beschrieben nachbehandelte Gruppe X kon- 
nen weitere Molekule angekoppelt werden, sodass 

20 eine organische Tragerschicht entsteht an die die 
Rezeptormolekule gebunden werden. 

So entsteht ein optischer Biosensor, wobei die 
organische Tragerschicht geordnete monomoleku- 
lare Schichten bildet, wobei die Tragerschicht aus 

25 Molekulen der allgemeinen Formel I besteht. 

7 Si - Y - Z I 

Dabei bedeuten die Gruppen Z: 
30 - Hydroxy!-, Karboxyl-, Amin, Methyl-, Alkyl-, 
Fluoralkyl-Gruppen 

- Derivate von hydrophilen kurzkettigen Mole- 
kulen wie Oligovinylalkoholen, Oligoacrylsau- 
ren, Oligoethylenglycolen 

35 - Derivate von mono- oder oligo-Sacchariden 
mit 1-7 Zuckereinheiten 

- Derivate von Karboxyglycosiden 

- Derivate von Aminoglycosiden wie Fradiomy- 
cin, Kanamycin, Streptomycin, Xylostasin, 

40 Butirosin 

- Derivate von Hydrogel bildenden Gruppen 
naturlichen oder synthetischen Ursprungs wie 
Dextran, Agarose, Algininsaure, Starke, Zellu- 
lose und Derivate derartiger Polysaccharide 

45 oder hydrophile Polymere wie Polyvinylalko- 

hole, Polyacrylsauren, Polyethylenglykole 
und Derivate derartiger Polymere 
Ueberraschenderweise wurde gefunden, dass 
sich die Verbindungen der Formel II in ausgezeich- 
50 neter Art und Weise dazu eignen, um monomole- 
kulare, dicht gepackte, geordnete organische Filme 
mit der fur die optische Sensorik geforderten Quali- 
tat auf Ti02 aufzubringen. 

FUr niedermolekulare Vertreter der Verbindun- 
55 gen mit Formel II ertolgt diese Beschichtung bevor- 
zugt aus der Gasphase (Chemical Vapor Deposi- 
tion (CVD)- Verfahren.) Fur hochmolekulare Verbin- 
dungen kann diese Beschichtung aus der flussigen 
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Phase erlolgen. Urn jedoch bei der Beschichtung 
des Ti02-Wellenleiters eine fur die Anwendung in 
der Optik ausreichende Homogenitat zu erreichen, 
mUssen die verwendeten Losungsmittel auf die 
Verbindungen der Formel If abgestimmt werden. 

Die biologisch erkennenden Elemente in der 
Biosensorik sind im altgemeinen aufgebaut aus ei- 
ner mit dem Substrat (Transduceroberflache) kova- 
lent verknOpften, organischen Tragerschicht, an 
welche biologische Erkennungsmolekule adsorptiv 
oder bevorzugterweise kovalent gebunden sind. 
Wie nachfolgend gezeigt wird, ist innerhalb der 
Biosensorik die spezifische Auslegung eines biolo- 
gisch erkennenden Elementes einerseits eng ver- 
knupft mit der Art des nachzuweisenden Analytmo- 
lekUls und dadurch mit der Art des fur den Nach- 
weis einzusetzenden Rezeptormolekuls und ande- 
rerseits aber auch abhangig von der mit einem 
bestimmten Biosensor fur ein Rezeptor-/Analytmo- 
lekul Paar zu losenden Problemstellung. 

Die biologisch erkennenden Elemente, wie sie 
hier fur die Verwendung in der optischen Biosenso- 
rik in Kombination mit TiOj-Weilenleitern bean- 
sprucht werden, gliedern sich in die zwei Haupt- 
klassen A und B, wobei jede dieser Hauptklassen 
in zwei Unterklassen A1.A2 und B1 ( B2 unterteilt 
werden kann. Das fiir die Zuteilung eines Erken- 
nungselementes zu einer der Hauptklassen rele- 
vante Kriterium betrifft die Anordnung der Rezep- 
tormolekule auf der Sensoroberflache. Innerhalb 
der ersten Klasse (A) sind die Rezeptormolekule 
annahernd in einer Ebene (zweidimensionale An- 
ordnung) auf der Oberflache des optischen Trans- 
ducers angeordnet. Eine derartige zweidimensiona- 
le Anordnung der Rezeptormolekule ergibt sich nur 
dann, wenn die zur Transduceroberflache senk- 
rechte Dimension der organischen Tragerschicht 
nicht wesentlich grosser ist als die molekularen 
Abmessungen des an dieser Tragerschicht gebun- 
denen Rezeptormolekuls. Innerhalb der Klasse B 
erkennender Elemente weisen die immobilisierten 
Rezeptoren eine dreidimensionale Anordnung auf. 
Diese dreidimensionale Anordnung kann nur mit 
einer Tragerschicht realisiert werden, welche eine 
Dicke aufweist, die wesentlich grosser ist als die 
molekularen Dimensionen des Rezeptormolekuls 
und welche sich fiir das Rezeptormolekul als 
durchlassig erweist. Diese Art Tragerschicht kann 
als porose, dreidimensionale Matrix bezeichnet 
werden. 

Das Kriterium fiir die Zuteilung zu einer der 
Subklassen (A1.B1 bzw. A2,B2) betrifft die Art und 
Weise wie die Rezeptormolekule an der Trager- 
schicht immobilistert sind; wir unterscheiden eine 
ungerichtete (A1.B1) und eine gerichtete Art 
(A2.B2) des Immobilisierens, wobei der Begriff Im- 
mobilisieren sowohl fur ein adsorptives als auch fiir 
ein kovalentes Binden an die organische Trager- 



schicht verwendet wird. Ungerichtetes Immobilisie- 
ren eines Rezeptormolekuls an der organischen 
Tragerschicht bedeutet, dass beim Verbinden des 
Rezeptormolekuls mit der organischen Trager- 

s schicht keine RUcksicht auf bestimmte Struktur- 
merkmale des Rezeptormolekuls genommen wird, 
d.h. die Immobilisierung erfolgt Uber beliebige Stel- 
len auf der Oberflache des Rezeptormolekuls. Ge- 
richtetes Immobilisieren bedeutet, dass beim Im- 

w mobilisieren des Rezeptormolekuls auf die Analyt- 
erkennenden Domanen RUcksicht genommen wird 
und lur das Immobilisieren derartige Strukturele- 
mente ausgewahlt werden, welche raumlich von 
den Analyt-erkennenden Domanen gut separiert 

?s sind. 

Wie einleitend angesprochen, hat jede dieser 
unterschiedlichen Arten biologisch, erkennender 
Elemente ihre spezifische Eignung fur die Anwen- 
dung in unterschiedlichen Gebieten oder Fragestel- 

20 lungen der Bioanalytik. Dies soil mit einigen Bei- 
spielen untermauert werden: 

Eine dreidimensionale Matrix erlaubt die Immo- 
bilisierung einer grosseren Zahl von Rezeptormole- 
kulen pro Flacheneinheit. Da die Gesamtzahl von 

25 RezeptormolekUlen pro Flacheneinheit bei direkten 
Biosensoren die Steilheit der Sensorkennlinie und 
somit das Auflosungsvermogen in dem fur den 
Sensor relevanten Konzentrationsbereich bestimmt, 
wird man fur eine exakte Bestimmung einer Analyt- 

30 konzentration (z.B. in der diagnostischen Anwen- 
dung) deshalb einen Sensor bevorzugt mit einem 
dreidimensionalen erkennenden Element ausstat- 
ten. Eine dreidimensionale Matrix kann aber von 
Nachteil sein, wenn das nachzuweisende Analyt- 

35 molekul uber mehrere repetitive Epitope verfUgt. 
Dann fuhrt das Binden dieses AnalytmolekUls an 
mehrere Rezeptormolekule in den ausseren Regio- 
nen des Elementes zu einem Quervernetzen der 
Tragerschicht, wodurch der Zugang zu freien Bin- 

40 dungsstellen im Innern des erkennenden Elemen- 
tes fur nachfolgende AnalytmolekUle erschwert 
wird. Der Nachteil einer dreidimensionalen Anord- 
nung von RezeptormolekUIen wird auch offensicht- 
lich bei einer quantitativen Beschreibung der Kine- 

45 tik des Bindungsvorganges zwischen einem Rezep- 
tormolekul und einem Analytmolekul. Die bei einer 
derartigen Untersuchung beobachtete zeitabhangi- 
ge Sensorantwort kann beim Verwenden einer drei- 
dimensionalen Matrix auch durch die in dieser Ma- 

so trix behinderte Diffusion des AnalytmolekUls ge- 
pragt sein. 

In analoger Weise lassen sich auch Vor- und 
Nachteile eines gerichteten oder ungerichteten Im- 
mobilisierens innerhalb unterschiedlicher bioanalyti- 
55 scher Fragestellungen aufzeigen. FUr den Nach- 
weis eines Antigens in der Immundiagnostik ist es 
ohne Zweifel wichtig, den fur den Nachweis ver- 
wendeten Antikorper so auf der Oberflache zu im- 
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mobilisieren, dass die Antigen-erkennenden Doma- 
nen nicht durch die Immobilisierung beeinflusst 
werden, z.B. uber den von den Antigen-erkennen- 
den Domanen gut separierten Fc-Teil. Wird jedoch 
mit einem Biosensor auf die Anwesenheit eines 
Ensembles von polyklonalen Antikorpern gegen ein 
und dasselbe Antigen getestet. so ist es zweck- 
massig das Antigen in ungerichteter Weise zu im- 
mobitisieren, damit alle Epitope des Antigens fiir 
ein Erkennen durch die Antikorper in Losung 
gleichberechtigt sind. 

Als eine weitere Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung ergibt sich demnach, dass die TiCfe-Oberfla- 
chen fur den Aufbau der biologisch erkennenden 
Elemente der Ausfuhrungsform A1, A2, B1 und B2 
mit organischen Tragerschichten yersehen werden 
mussen, welche das gerichtete bzw. ungerichtete 
Immobilisieren von RezeptormolekOlen in einer 
zwei- oder dreidimensionalen Anordnung erlauben. 

Neben den erwahnten Anforderungen an die 
Dimensionen und Durchlassigkeit einer Trager- 
schicht, welche fur die zwei- Oder dreidimensionale 
Anordnung von RezeptormolekOlen zu stellen sind, 
mussen diese organischen Tragerschichten fur die 
Immobilisierung der Rezeptormolekule auch chemi- 
schen bzw. physikochemischen Anforderungen ge- 
nugen und verfOgen uber 

a) reaktive Gruppen, mittels derer Rezeptormo- 
lekiile kovalent an/in der zwei-/dreidimensiona- 
len Tragerschicht verankert werden konnen 

und 

b) funktionelle Gruppen, Oder MolekOle und/oder 
MolekOlverbande, welche ein effizientes Aufkon- 
zentrieren von RezeptormolekOlen an/in dieser 
zwei/dreidimensionalen Matrix vor dem kovalen- 
ten Verankern ermbglichen, sodass das Immobi- 
lisieren von RezeptormolekOlen aus verdOnnten 
Losungen erfolgen kann. 

ad a): Aus der Literatur sind eine Vielzahl 
reaktiver Gruppen bekannt, die fOr ein derarti- 
ges kovalentes Immobilisieren herangezogen 
werden konnen. Man unterscheidet zwischen 
Gruppen, welche als solche chemisch aktiv 
sind und mit funktionellen Gruppen am Re- 
zeptormolekOI eine Bindung eingehen konnen 
wie z.B. Amino-, Hydrazin- oder Hydrazid- 
gruppen auf der Tragerschicht, welche mit 
Aldehydgruppen am Rezeptormolekul reagie- 
ren konnen und vice versa, aktivierte Disulfid- 
bindungen auf der Tragerschicht, welche mit 
freien Thiolgruppen am Rezeptormolekul rea- 
gieren, Karbonsaurehalogenide oder aktivierte 
Karbonsaureester auf der Tragerschicht, wel- 
che mit Amingruppen auf der Oberflache des 
RezeptormolekOls reagieren etc. und Grup- 
pen, welche nach einer in situ Aktivierung 
(chemische oder photochemische Aktivie- 
rung) mit funktionellen Gruppen am Rezep- 



tormolekul reagieren wie z.B. Aziridine oder 
Phenylazide, welche durch eine photochemi- 
sche Aktivierung in reaktive Carbene oder 
Nitrene OberfOhrt werden. 
5 ad b) eine derartige aufkonzentrierende Ei- 

genschaft kann einer Tragerschicht auf ver- 
schiedene Arten vermittelt werden, so z.B 
durch ionische Gruppen, durch welche Re- 
zeptormolekOle entgegengesetzter Gesamtla- 
10 dung aufgrund einer Coutombwechselwirkung 

mit der ionischen Gruppe der Tragerschicht 
in annahernd ungerichteter Art und Weise 
aufkonzentriert werden, 

Oder durch MolekOlverbande, welche ei- 
75 ner Tragerschicht einen hydrophoben Cha- 

rakter verleihen, sodass Rezeptormolekule 
mit hydrophoben Domanen uber diese Do- 
manen an diesen Oberflachen in gerichteter 
Art und Weise aufkonzentriert werden, 
20 oder durch Metallkomplexe mit nicht ab- 

gesattigter Koordinationssphare, welche 
durch bestimmte funktionelle Gruppen oder 
Domanen eines RezeptormolekOls abgesat- 
tigt werden und dadurch eine gerichtete Auf- 
25 konzentrierung an der Tragerschicht ertolgt, 

oder durch MolekOle mit der Fahigkeit 
eines molekularen Erkennens (z.B. Protein A, 
Protein G, Streptavidin, Antikorper gegen be- 
stimmte Epitope eines Erkennungsmolekuls 
30 etc.), welche eine hohe Affinitat zu bestimm- 

ten Domanen eines ErkennungsmolekOls ha- 
ben und welche ein RezeptormolekOI als Fol- 
ge dieser Affinitat an/in der Tragerschicht in 
gerichteter Art und Weise aufkonzentrteren. 
35 Ueberraschenderweise zeigte sich, dass bei 

der erfindungsgemassen Beschichtung von plana- 
ren TiCb-Wellenleitern organische Schichten ent- 
stehen, welche einen analogen Aufbau und einen 
vergleichbaren Ordnungsgrad aufweisen wie orga- 
40 nische Monolagen, welche mit den Verbindungen 
der Forme! II auf Materialien wie Silizium, Silizium- 
oxid und Aluminiumoxid (Advanced Materials 2 
(1990) 573; Langmuir 8 (1992) 947) aufgebracht 
werden oder wie die organischen Monolagen, wel- 
45 che mit funktionalisierten Thioalkanen auf Gold- 
Oberflachen (Langmuir 6 (1990) 87) aufgebracht 
werden konnen. Die Klasse derartiger organischer 
Schichten wird in der Fachliteratur mit dem Beg riff 
"self assembled monolayer'* bezeichnet. Unter den 
so geschilderten Bedingungen entstehen organische 
Monolagen auf den Ti02 -Oberflachen, bei denen 
die Verbindungen der Formel II uber das endstan- 
dige Si-Atom mit dem Ti02 kovalent verknOpft sind 
und die Spacergruppe Y mit der reaktiven Gruppe 
55 X von der Oberflache absteht. Die Verbindungen 
der Formel II binden an die Ti02 -Schichten Ober 
die reaktiven Gruppe (R 1 R 2 R 3 )-Si-, indem minde- 
stens eine der Gruppen (R\R 2 ,R 3 ) mit freien Hy- 
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droxylgruppen auf der Oberflachen reagiert. Urn 
eine dichte Packung und resistente Schichten zu 
erhalten ist es deshalb wichtig, die Ti02 -Oberflache 
in geeigneter Art und Weise vorzubehandeln, so- 
dass an der Oberflache eine hohe Dichte von Hy- 
droxylfunktionen entsteht. Die auf den Ti02- 
Oberflachen mit den Verbindungen der Formel II 
erhattenen Schichten erweisen sich in organischen 
Losungsmitteln und in wa'sserigen Medien mit ei- 
nem 9>pH>i als stabil. In basischen wasserigen 
Medien pH>10 nimmt ihre Stabilitat ab, und zwar 
mit abnehmender Anzahl reaktiver Gruppen R am 
endstandigen Si-Atom der Verbindungen der For- 
mel II. 

Diese Monolagen sind in Bezug auf ihre Haf- 
tung an der TiCVOberflacheauch bestandig gegen 
Reduktionsmittel wie BH 3 Oder LiAIH A beziehungs- 
weise Oxidationsmittel wie wasserige Permangan- 
atlosung Oder Perchloratlosung. 

Diese kovalent mit der Oberflache des Ti02- 
verknuptte Monolage organtscher Verbindungen 
kann direkt als zweidimensionale Tragerschicht ein- 
gesetzt werden, wenn es sich bei den reaktiven 
Gruppen urn solche handelt, welche mit funktionel- 
len Gruppen an Rezeptormolekulen reagieren (z.B. 
Saurehalogenid, Epoxid, Aldehyd, Hydrazid). An- 
dernfalls mUssen diese Gruppen in geeigneter Wei- 
se modifiziert (z.B. Olefin in Karbonsaure, Haloge- 
nid. Epoxid, oder Malogenid in Azid und weiter in 
Amin, oder Thiocyanat in Thiol) und/oder aktiviert 
(z.B. Karbonsaure in aktivierten Ester) werden. Der- 
artige Verfahren fOr die Modifikation oder Aktivie- 
rung von funktionellen Gruppen an Oberflachen 
sind aus der Literatur bekannt (z.B. IEEE Transac- 
tions on Biomedical Engineering 35 (1988), 466; 
Analytica Chimica Acta 229 (1990) 169; Analytica 
Chimica Acta 228 (1990) 107; Biosensors and 
Bioelectronics 7 (1991) 207, Langmuir 6 (1990), 
1621). Eine weitere Moglichkeit der Modifizierung 
besteht in der Addition von heterobifunktionellen 
Photoreagenzien (z.B. Verbindungen mit Phenylazi- 
do- oder Aziridino-Gruppen als photoreaktive Grup- 
pen und einer aktivierten Karbonsaure als che- 
misch reaktive Gruppe) uber die chemisch reaktive 
Gruppe an die funktionellen Gruppen X, wodurch 
eine Oberflache entsteht, an welcher im Zuge einer 
Belichtung Rezeptormolekule an der Oberflache 
immobilisiert werden konnen (Journal of Photoche- 
mistry and Photobiology, B:Biology 7 (1990) 277). 

Eine Vartante der oben beschriebenen mono- 
funktionellen Tragerschicht, welche zu erkennen- 
den Elementen der Ausfuhrungsform A fuhrt, be- 
steht darin, dass unter Verwendung der Verbindun- 
gen der Formel II eine Oberflache mit unterschied- 
lichen funktionellen Gruppen erzeugt wird. sodass 
eine multifunktionelle organische Monolage ent- 
steht. Eine derartige Mischschicht kann erzeugt 
werden durch Verwendung einer Mischung von 



Verbindungen der Formel II fur die Beschichtung 
der TiCb -Oberflache oder aber durch eine nachfol- 
gende chemische Modifikation bei der chemisch 
reaktive Gruppen X an der Oberflache nur partiell 
5 in eine Gruppe X' umgewandelt werden. Eine der- 
artige Mischschicht kann dann chemisch reaktive 
(wie z.B. aktivierte Karbonsaure) oder aktivierbare 
(wie z.B. Aziridin oder Phenylazid) Gruppen tragen 
und gleichzeitig auch funktionelle Gruppen, Mole- 

70 kule und/oder MolekOlverbande, welche das oben 
erwahnte Aufkonzentrieren der Rezeptormolekule 
fur das Immobilisieren erlauben. 

Zum Beispie! kann in einem ersien Beschich- 
tungsschritt eine organische Monolage erzeugt 

J5 werden, welche als funktionelle Gruppen X Hydrox- 
ylgruppen tragt. Dies erfolgt in einfacher Weise 
durch die Behandlung der Ti0 2 Oberflache mit 
einer Verbindung der Formel II, welche als funktio- 
nelle Gruppe X eine Doppelbindung tragt. Durch 

20 Behandlung dieser Oberflache mit Persauren (z.B. 
Chlorperbenzoesaure und nachfolgende Behand- 
lung mit sauren wasserigen Losungen von pH = 3) 
wird diese Doppelbindung in eine Diol-Gruppe um- 
gewandelt. Beim Behandeln dieser Oberflache mit 

25 Verbindungen der Formel II in denen die Spacer- 
gruppe eine Perfluoralkankette darstellt und die 
funktionelle Gruppe ein Fluoratom ist entsteht eine 
Oberflache, welche Rezeptormolekule bevorzugt 
uber hydrophobe Domanen bindet. Das dadurch 

30 entstehende erkennende Element besitzt die cha- 
rakteristischen Eigenschaften eines Elementes der 
Ausfuhrungsform A2 (gerichtete Immobilisierung 
von Rezeptormolekulen in einer zweidimensionalen 
Anordnung). Es wurde z.B. uberraschenderweise 

35 gefunden, dass an derartigen OberflSchen aufkon- 
zentrierte und verankerte Membranproteine bevor- 
zugt uber den Transmembranteil auf dieser Ober- 
flache binden und so annahernd 100% ihrer natur- 
lichen Aklivitat bewahren. 

40 Eine alternative Modifikation derartiger organi- 

scher Monolagen besteht in der Addition von Bio- 
molekulen, welche bestimmte, nicht Analyt-binden- 
de Domanen der zu tmmobilisierenden Rezeptor- 
molekule erkennen und binden. Fur das Aufkon- 

45 zentrieren von Antikbrpern kann z.B. auf eine orga- 
nische Monolage Uber aktivierte Karboxylsaure- 
gruppen eine Monolage Protein A immobilisiert 
werden. An Protein A werden unter geeigneten 
Pufferbedingungen die Antikorper uber ihren Fc- 

so Teil adsorbiert. Durch unspezifische Coadsorption 
von Molekulen, welche photoaktivierbare Gruppen 
tragen (z.B. mit Phenylazidoverbindungen modifi- 
ziertes BSA) konnen diese adsorbierten Antikorper 
anschliessend auf der Oberflache in einer lichtindu- 

55 zierten Reaktion verankert werden und es entsteht 
erneut ein erkennendes Element der Ausfuhrungs- 
form A2. 
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In einer bevorzugten Modifikation derartiger bi- 
funktioneNer Tragerschichten, welche zu erkennen- 
den Elementen der Ausfuhrungsform A1 fuhrt, wer- 
den die reaktiven Gruppen der organischen Mono- 
lage dazu verwendet um niedermolekulare 
(MG>1500) hydrophile Molekule an dieser Oberfla- 
che zu verankern. Bevorzugte Vertreter dieser kurz- 
kettigen, hydrophilen Verbindungen sind niedermo- 
lekulare Polymere wie Oligovinylalkohole, Oligo- 
acrylsaure und Oligoacrylsaurederivate, Oligoethyl- 
englykole Oder niedermolekulare natiirliche Verbin- 
dungen wie Monosaccharide, Oligosaccharide mit 
2-7 Zuckereinheiten. oder Karboxyglycoside Oder 
Aminoglycoside (wie z.B. Fradiomycin, Kanamycin, 
Streptomycin, Xylostasin, Butirosin, Chitosan etc.). 
Durch eine Addition derartiger niedermolekularer 
Verbindungen entsteheri Tragerschichten, welche 
ihren zweidimensionalen Charakter noch bewahren 
aber gleichzeitig ein hohes Mass an Biokompatibili- 
tat aufweisen. Es hat sich uberraschenderweise 
gezeigt, dass sich derartige niedermolekulare, hy- 
drophile Verbindungen in ausgezeichneter Art und 
Weise dazu eignen zweidimensionale Trager- 
schichten aufzubauen an denen sich Rezeptormo- 
lekule aus verdunnten Losungen auikonzentrieren 
und verankern lassen, wenn diese Verbindungen 
mit ionischen Gruppen (z.B Karboxylat) und mit 
reaktiven Gruppen X* (z.B chemisch reaktive Grup- 
pen wie Aldehyde, Epoxide, aktivierte Ester etc. 
oder photochemisch reaktive Gruppen wie Aziridin 
oder Phenylazid) ausgestattet werden. Auf diesem 
Weg entsteht dann z.B. ein erkenndes Element der 
Ausfuhrungsform A1. 

Besonders einfach fallt eine geeignete Modifi- 
zierung derartiger hydrophiler Oberflachen im Falle 
der Verwendung der oben erwa'hnten Aminoglyco- 
side. Diese Aminoglycoside, von denen die mei- 
sten eine antibiotische Wirkung haben, sind im 
allgemeinen aufgebaut aus 1-5 Zuckereinheiten, 
welche mit ein oder mehreren Aminogruppen deri- 
vatisiert sind. Eine dieser Aminogruppen kann dazu 
verwendet werden um das Amtnoglycosid auf der 
oben beschriebenen organischen Monolage zu im- 
mobilisieren, wenn diese Monolage geeignete reak- 
tive Gruppen (z.B. KarbonsSurehalogenid, aktivierte 
Karbonsaure, Aldehyd) tragt. Die restlichen Amino- 
gruppen konnen so modifiziert werden, dass die 
Tragerschicht anschliessend die erwahnte Bifunk- 
tionalitat (Auikonzentrieren, Binden) aufweist. In ei- 
nem einfachen Verlahren kann z.B. an die Amino- 
gruppen Bernsteinsaureanhydrid addiert werden. 
Ein Teil der dabei entstehenden freien Karbonsau- 
refunktionen kann durch Uberfuhrung in das N- 
Hydroxysuccinimidderivat fur das chemische Bin- 
den modifiziert werden (alternativ konnen auch 
photochemisch aktive Gruppen addiert werden), 
wahrend der nicht modifizierte Anteil freier Karbon- 
saurefunktionen in Form eines Karboxylates ver- 



wendet werden kann, um Rezeptormolekule mit 
positiver Gesamtladung an der Tragerschicht auf- 
zukonzentrieren. Es hat sich uberraschenderweise 
gezeigt, dass die auf einer derartigen Tragerschicht 

5 in nicht gerichteter Art und Weise immobilisierten 
Rezeptormolekule (erkennendes Element der Aus- 
fuhrungsform A1) im allgemeinen eine sehr viel 
hohere Bindungsaktivitat fur das Analytmolekul zei- 
gen als Rezeptormolekule, welche direkt auf eine 

io mit den Verbindungen der Forme! II dargestellten 
Tragerschicht immobilisiert werden. 

Niedermolekulare, hydrophile Verbindungen 
wie Mono- und Oligosaccharide, welche in ihrer 
ursprunglichen Form weder reaktive Gruppen fur 

75 das gerichtete Immobilisieren noch funktionelle 
Gruppen, Molekule oder Molekiilverbande fur das 
Auikonzentrieren tragen, konnen in geeigneter Wei- 
se modifiziert werden, wobei eine derartige Modifi- 
kation im allgemeinen effizienter erfolgt, wenn sie 

20 nicht an der schon auf der Oberflache verankerten 
Verbindung erfolgt. 

Ein typisches Vorgehen set am Beispiel von 
Dextran 1500 (7 Glucose-Untereinheiten) demon- 
striert. Dieses Dextran kann in Losung (z.B.DMSO) 

25 durch Uberfuhrung der Hydroxylgruppen in Hy- 
droxylatgruppen effizient fiir eine Methylkarboxylie- 
rung aktiviert werden. Da diese Aktivierung unter 
Verwendung von NaH in sehr basischem Medium 
verlauft, ist sie aufgrund der oben erwahnten Insta- 

30 bilitat der organischen Monolagen auf Ti02 nicht 
direkt an der Festphase durchfuhrbar. Das extern 
methylkarboxylierte Dextran 1500 kann aber auf 
einer organischen Monolage, welche z.B. Epoxid- 
gruppen tragt sehr einfach verankert werden, wo- 

35 durch man zweidimensionale Tragerschichten mit 
einer hohen Konzentration an Karboxylgruppen er- 
halt, welche in analoger Weise fur den Aufbau von 
erkennenden Elementen der Ausfuhrungsform A1 
verwendet werden konnen wie die mit Arminogly- 

40 coside und Bernsteinsaure modifizierten organi- 
schen Monolagen. 

Solche unter Verwendung dieser niedermoleku- 
laren, hydrophilen Verbindungen aufgebauten Tra- 
gerschichten konnen auch weiter zu Tragerschich- 

45 ten modifiziert werden um ein Aufkonzentrieren in 
gerichteter Art und Weise zu erreichen (erkennen- 
de Elemente der Ausfuhrungsform A2). 

Zum Beispiel konnen die uber Aminoglycoside 
oder Oligosaccharide eingefuhrten Karboxylgrup- 

50 pen dazu verwendet werden um Biomolekule (z.B. 
Protein A, Protein G, Streptavidin etc) auf der 
Oberflache zu verankern, welche eine hohe Affinitat 
haben zu einer Domane des nachfolgend zu immo- 
bilisierenden Rezeptormolekuls. 

55 Neben der Verwendung als zweidimensionale 

Tragerschicht fur Rezeptormolekule sind diese bis 
dahin besprochenen organischen Schichten auch 
geeignet als Basis fur den Aufbau von dreidimen- 



7 



13 



EP 0 596 421 



A1 



14 



sionalen Tragerschichten, welche 2u den erkennen- 
den Elementen der Ausfuhrungslorm B fuhren. 

Die Uberfuhrung der zweidimensionalen Tra- 
gerschicht in eine dreidimensionale Tragerschicht 
erfolgt durch die Addition langkettiger synthetischer 5 
oder natUrlicher, hydrophiler Polymere, welche in 
der Lage sind, auf der Oberflache des Transducers 
eine porose, dreidimensionale Matrix in der Art 
eines Hydrogels auszubilden. Typische Vertreter 
geeigneter nattlrlicher Polymere sind z.B. Poiysac- io 
charide wie Dextran, Agarose, Algininsaure, Starke, 
Zellulose oder Derivate derartiger Polysaccharide 
wie methylkarboxylierte Derivate oder aber synthe- 
tische, hydrophile Polymere wie Polyvinylalkohol, 
Polyacrylsaure, Polyethylenglykol. J5 

Wichtig ist, dass diese langkettigen Polymere 
wie die niedermolekularen, hydrophilen Verbindun- 
gen ebenfalls mit reaktiven Gruppen X ausgestattet 
sind, welche ein Verankern von RezeptormolekUlen 
an dieser dreidimensionalen Tragerschicht erlau- 20 
ben. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform tragt 
diese Tragerschicht zudem ionische Gruppen oder 
ausrichtende MolekUle und /oder MolekUlverbande, 
welche das Aufkonzentrieren von RezeptormolekU- 
len in ungerichteter (Ausfuhrungslorm B1) oder ge- 25 
richteter Art und Weise (Ausfuhrungsform B2) er- 
moglichen. 

Zum Beispiel kann Dextran 500000 methylkar- 
boxyliert und anschliessend auf einer organischen, 
mit Epoxidgruppen modifizierten Monolage veran- 30 
kert werden. Dadurch entsteht eine ca. 100 nm 
dicke, porose Tragerschicht mit Karbonsauregrup- 
pen von denen ein Teil als Karboxylat die Aufkon- 
zentration von Biomolekulen mit positiver Gesamt- 
ladung ermoglicht und der andere Teil, in aktivier- 35 
ter Form, fur die nachfolgende kovalente Veranke- 
rung eingesetzt werden kann. 

Das erfindungsgemasse biologtsch erkennende 
Element kann gewunschtenfalls via eine dunne 
Zwischenschicht (d < 20 nm) von SiO? oder AI2O3 aq 
auf den optischen TiCVWellenleiter aufgebracht 
werden. 

Die folgenden Beisptele erlautern die Erfindung 
naher: 

LAufbringen von dicht gepackten, organischen 45 
Monolagen auf Ti02-Wellenleiter 
1.1. Ausbildung einer organischen Monolage auf 
TiC^-Oberflachen durch Behandlung mit Cl- 
(CH 3 )2Si-(CH2)ii-COCI in einem CVD Verfahren: 

Fur das Aufbringen der Verbindungen der so 
Formel II aus der Gasphase wird ein Reaktions- 
gefass bereitgestellt , welches bei einem Druck 
von 10-5 mbar betrieben werden kann und in 
welchem die zu beschichtende Probe auf Tem- 
peraturen zwischen 30-100 *C gebracht werden 55 
kann. Dieses Reaktionsgefasss wird mit einem 
evakuierbaren, beheizbaren Vorratsgefass ver- 
bunden in dem die fur die Beschichtung ver- 



wendete Verbindung vorgelegt werden kann 
(wahlweise kann die Apparatur auch mit mehre- 
ren derartigen Vorratsgefassen ausgestattet wer- 
den). 

FOr die Beschichtung wird das Substrat in 
das Reaktionsgefass eingebracht. Nach Einbrin- 
gen des Silans (CI(CH 3 )2Si-(CH2)u-COCI) in 
das Vorratsgefass werden Vorratsgefass und 
Reaktionskammer auf einen Arbeitsdruck von 
10-5 mbar gebracht. Die zu beschichtende Pro- 
be wird auf 100*C erwarmt. Nach dem Aufwar- 
men des im Vorratsgefass vorgelegten Reagen- 
zes auf 50 *C wird die Oberflache wahrend 1h 
mit Reagenz aus der Gasphase behandelt. An- 
schliessend wird der Reagenzzufluss gestoppt 
und die Probe im Vakuum bei 150*C wahrend 
15 min nachbehandelt. 

(Der Nachweis einer organischen Monolage 
auf der Oberflache erfolgt Uber XPS- und Kon- 
taktwinkel-Messungen). 

1 .2. Ausbildung einer organischen Monolage auf 
Ti02-Oberflachen durch Behandlung mit Cl- 
(CH 3 )2Si-(CH 2 )6-CH = CH2 in einem CVD- Verfah- 
ren: 

Fur die Umsetzung der Oberflache wird das 
unter 1.1 geschilderte Verfahren eingesetzt. 

1.3. Ausbildung einer organischen Monolage auf 
Ti02-Oberflachen durch Behandlung mit 
(CH 3 0)3Si-(CH 2 )3-NH2 in einem CVD Verfahren: 

Die Beschichtung verlauft unter Verwendung 
der entsprechenden Verbindung nach dem unter 
1.1 geschilderten Verfahren. 

1 .4. Ausbildung einer organischen Monolage auf 
Ti02 durch Behandlung mit einer Losung von 
CI(CH 3 )2Si-(CH 2 )u-C0CI: 

In einem Reaktionsgefass wird unter Inert- 
gasatmosphare eine 0.5% (vA/) Losung von CI- 
(CH 3 ) 2 Si-(CH2)nC0CI in CCU vorgelegt. Die zu 
beschichtende Oberflache wird wahrend 25 min 
unter Inertgas mit dieser Losung in Kontakt ge- 
bracht. Nach dieser Behandlung wird die Ober- 
flache mit CCU , Ethanol und Wasser gereinigt. 

1 .5. Ausbildung einer organischen Monolage auf 
Ti02 durch Behandlung mit einer Losung von 
CI 3 Si-(CH 2 H-CH = CH 2 : 

In einem Reaktionsgefass wird unter Inert- 
gasatmosphare eine 0.5% Losung (v/v) von 
CI 3 Si-(CH 2 )6-CH = CH2 in Hexadekan bereitge- 
stellt. Die zu beschichtende Oberflache wird un- 
ter Inertgas mit dieser Losung wahrend 5min in 
Kontakt gebracht. Nach dieser Behandlung wird 
die Oberflache mit Hexadekan, Hexan und Etha- 
nol gewaschen. 

1.6 Ausbildung einer organischen Monolage auf 
Ti02 durch Behandlung mit einer Losung von 
CI(CH 3 ) 2 Si-(CH 2 ) 7 -(CH2-O-CH2 ) 2 -CH 2 -O-CH3 : 

Die Beschichtung erfolgt nach dem unter 
1 .4 beschriebenen Verfahren. 
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1.7. Ausbildung einer organischen Monolage auf 
T1O2 durch Behandlung der Oberflache mit ei- 
ner Losung von CbSi-fChbJsBr: 

Die Beschichtung erfolgt nach dem unter 
1.4 beschriebenen Verfahren. 5 

2. Modifikation von funktionellen Gruppen an or- 
ganischen Monolagen auf Ti02 dargestellt nach 
den unter 1 beschriebenen Verfahren. 

2.1. Umwandlung von Olefinen in Epoxide: 

Eine nach Vorschrift 1.2 Oder 1.5 behandelte 70 
Ti02 -Oberflache wird bei 4'C wahrend 24 h 
kontaktiert mit einer Losung von 3-Chlorperben- 
zoesaure (0.06 M) in Diethylether (abs). An- 
schliessend wird die Oberflache mit Diethylether 
, Ethanol und Wasser (4 • C) gewaschen. 75 

2.2. Umwandlung von Epoxiden in Diole: 

Die unter 2.1. dargestellte Oberflache mit 
Epoxidfunktionen wird wahrend 1h bei 80 *C mit 
einer wasserigen Losung von pH = 2.5 behandelt 
und anschliessend mit H 2 0 gereinigt. 20 

2.3. Umwandlung von Olefinen in Karbonsauren. 
Die nach Vorschrift 1 .2 oder 1 .5 behandelten 

Ti02-Oberflachen werden mit einer wasserigen 
Losung von Kaliumpermanganat (0.1 M) und 
NaJ04 (0.1 M) wahrend 20 min in Kontakt ge- 25 
bracht. Anschliessend wird die Oberflache mit 
0.1 M wasseriger NaHS03, mit Ethanol und Was- 
ser gewaschen. 

2.4. Umwandlung von Halogeniden in Azide. 

Eine nach der Vorschrift 1.7 behandelte 30 
T\02 -Oberflache wird mit einer Losung von 
NaN 3 (6 mg/ml) in DMF (abs.) wahrend 15 h in 
Kontakt gebracht und anschliessend mit DMF 
und Wasser gewaschen. 

2.5. Umwandlung von Aziden in Amine. 35 
Die nach der Vorschrift 2.4 dargestellte 

Ti02 -Oberflache mit N 3 -Gruppen wird wahrend 
4h mit einer Losung von SnCl2 in absolutem 
Methanol in Kontakt gebracht. Die Oberflache 
wird anschliessend mit Methanol und Wasser 40 
gewaschen. 

2.6. Aktivierung von Karbonsauren mit Chlora- 
metsensaureethylester und N-Hydroxysuccini- 
mid: 

Die nach Vorschrift 2.3 dargestellte Oberfla- 45 
che mit COOH-Gruppen wird wahrend 1h mit 
einer 2.5% Losung (v/v) von Chlorameisensau- 
reethylester in CH 2 CI 2 /Pyridin (100/2.5) in Kon- 
takt gebracht. Anschliessend wird die Oberfla- 
che mit einer Losung von N-Hydroxysuccinimid 50 
(0.5M) in Pyridin kontaktiert. Es entstehen da- 
durch N-Hydroxysuccinimid-aktivierte Karbon- 
saurefunktionen an welche Molekule mit Amino- 
gruppen direkt addiert werden konnen. 

3. Modifizierung von organischen Monolagen 55 
dargestellt nach den unter 2 beschriebenen Ver- 
fahren mit niedermolekularen, hydrophilen Ver- 
bindungen. 



3.1. Addition von Fradiomycin an eine mit einer 
organischen Monolage ausgestatten Ti02 -Ober- 
flache. 

Die nach Vorschrift 2.6. dargestellte Oberfla- 
che mit aktivierten Karbonsaurefunktionen wird 
wahrend ih mit einer Losung von Fradiomycin 
(20 mM in PBS; pH = 7.2) in Kontakt gebracht. 
Anschliessend wird mit H 2 0 gewaschen. 

3.2. In situ Modifikation von immobilisiertem Fra- 
diomycin 

a) Einfuhren von Karbonsaurefunktionen: Die 
Aminogruppen des nach Vorschrift 2.1 auf 
der Oberflache immobilisierten Fradiomycins 
werden durch den Kontakt mit einer Losung 
(1% w/w) von Bernsteinsaureanhydrid in Pyri- 
din quantitativ umgesetzt. Dadurch wird eine 
hydrophile Tragerschicht erzeugt, die eine 
hohe Dichte verfugbarer Saurefunktionen auf- 
weist. 

b) Einfuhren aktiver Disulfidbindungen: An die 
Aminogruppen des nach Vorschrift 3.1 auf 
der Oberflache immobilisierten Fradiomycins 
kann durch den Kontakt mit einer ethanoli- 
schen Losung (2 mM) von N-Succinimidyl 3- 
(2-pyridinyldithio)propionat 3-(2-pyridinyl)- 
dithiopropionat angekoppelt werden. Die Dit- 
hiopyridinylgruppe kann verwendet werden, 
urn Molekule (z.B. Fab'-Fragmente von IgG- 
Moiekulen) gezielt uber freie Thiolfunktionen 
an der Tragerschicht zu immobilisieren. Die 
bei diesem Verfahren nicht umgesetzten Ami- 
nogruppen konnen durch das unter a) be- 
schriebene Verfahren dazu verwendet wer- 
den, um Karbonsaurefunktionen auf der 
Oberflache zu immobilisieren. 

c) Einfuhren photoaktiverbarer Phenylazido- 
gruppen: An die Aminogruppen des nach 
Vorschrift 3.1. auf der Oberflache immobili- 
sierten Fradiomycins kann durch den Kontakt 
mit einer wasserigen (10% DMSO) Losung ( 
2 mM) von N-Succinimidyl 6-(4*-azido-2'-ni- 
trophenylamino)hexanoat immobilisiert wer- 
den. Nicht umgesetzte Aminfunktionen kon- 
nen nach dem unter a) beschriebenen Ver- 
fahren dazu verwendet werden um die Tra- 
gerschicht gleichzeitig auch mit Karbonsaure- 
gruppen zu modifizieren. 

4. Aufbau einer porosen Tragerschicht auf den 
organischen Monolagen fur die Herstellung drei- 
dimensionaler erkennender Elemente: 
4.1 .Methylkarboxylierung von Dextran 500000 

Zu 7.5g NaH werden 75 ml trockenes 
DMSO zugegeben. Die Konzentration dabei ent- 
stehender DMSO-Anionen wird durch Titration 
bestimmt. 0.2 Equivalente (bezogen auf Gluco- 
seuntereinheiten) Dextran 500000 wird in 150 ml 
trockenem DMSO gelost und die Losung mit 
DMSO-Anionen zugegeben. Es wird wahrend 4 
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h bei Raumtemperatur geruhrt und anschlies- 
send ein zweifacher Uberschuss (bezogen auf 
Glucoseuntereinheiten) an Bromessigsaure zu- 
gegeben. Die Losung wird 12 h geruhrt. An- 
schliessend wird das Dextran mit Aceton ausge- s 
fallt, abfiltriert, in 20 ml Wasser gelost und wah- 
rend 24 h gegen Wasser dialysiert. Nach dem 
Lyophilisieren wird der Anteil an methylkarbox- 
ylierten Glucoseuntereinheiten durch Titration 
bestimmt (ca 1 Karboxylgruppe/5 Glucoseunte- io 
reinheiten). 

4.2. Immobilisierung von methylkarboxyliertem 
Dextran 500000 auf organischen Monolagen. 

Die Immobilisierung von methylkarboxylier- 
tem Dextran geht aus von organischen Monola- is 
gen welche nach Vorschritl 1.7 auf TiC^-Ober- 
flachenerzeugt und nach den Vorschriften 2.4 
und 2.5 modifiziert wurden. Die Aminogruppen 
dieser organischen Monolagen werden mit Epi- 
chlorhydrinlosung (1ml Epichlorhydrin in 10ml 20 
NaOH(0.4M)/10ml Diglyme). umgesetzt. Nach 
dem Waschen mit Ethanol und Wasser wird 
wahrend 24 h mit einer Losung von methylkar- 
boxyliertem Dextran behandelt (0.3g Dextran in 
wasseriger NaOH-Losung (0.01 M NaOH). An- 25 
schliessend wird die Oberflache mit Wasser bei 
50 *C gut gewaschen. 

5. Darstellung von erkennenden Elementen der 
Ausfuhrungsform A1, A2, B1 und B2 auf der 
Basis der in den Abschnitten 1-4 besprochenen 30 
Tragerschichten. 

5.1 Darstellung von erkennenden Elementen der 
Ausfuhrungsform A1 mit immobilisiertem IFNo - 
(Interferon a) als Rezeptormolekul. 

Fur die Immobilisierung von IFNa wird eine 35 
Tragerschicht hergestellt welche mit Bernstein- 
sauranhydrid modifiziert wurde (Beschichtung 
von Ti02 nach 1.1, Addition von Fradiomycin 
nach 3.1. , Modifikation des Fradiomycins nach 
3.2.a.). Diese Oberflache wird mit einer wassert- 40 
gen Losung von N : (3-dimethylaminopropyl)-N*- 
ethylcarbodiimid (20mg/ml) und N-hydroxysucci- 
nimid (3 mg/ml) wahrend 5 min behandelt. Nach 
dem Waschen mit Acetatpuffer (0.01 M; pH 
= 5.5) wird mit einer Losung von Interferon (0.9 45 
ug/ml) wahrend 20 min inkubiert. Die uber die- 
ses Prozedere erreichte Oberflachenkonzentra- 
tion an IFNo betragt nach dem Waschen mit 
Acetatpuffer und 0.01 M HCI 0.36 ng/mm 2 . 
5.2.Darstellung eines erkennenden Elementes 50 
auf Ti02 nach Ausfuhrungsform A2 mit Gpllb-llla 
(Glykoprotein llb-llla) als Rezeptormolekul: 

Fur die Immobilisierung des Gpllb-llla geht 
man aus von einer TiCk Schicht welche mit 
einer Diol-haltigen Oberflache modifiziert ist 55 
(Darstellung nach Vorschrift 1.5, 2.1 und 2.2). 
Diese Oberflache wird behandelt mit einer 0.5% 
Losung von 1H,1H,2H,2H-Pei1luoroctyldimethyl- 



chlorsilan in CCU behandelt. Die dabei entste- 
hende stark hydrophobe Oberflache wird mit 
einer wasserigen Losung von Gpllb-llla (0.5 
ug/ml) (0.1 M Tris; pH = 7.2) wahrend 20 min in 
Kontakt gebracht. Die Uber dieses Verfahren er- 
reicht Oberilachenkonzentration an Gpllb-llla be- 
tragt nach dem Waschen mit Puffer-Losung 1 .5 
ng/mm 2 . 

5.3. Darstellung eines erkennenden Elementes 
auf Ti02 nach Ausfuhrungsform B1 mit TNFa - 
(Tumor Nekrose Factor a) als Rezeptormolekul: 

Fur die Immobilisierung von TNFa wird eine 
nach Vorschrift 1.5, 4.2 mit methylkarboxylier- 
tem Dextran modifizierte Ti02 -Oberflache ver- 
wendet. Diese Oberflache wird mit einer wasse- 
rigen Losung von N-(3-dimethylaminopropyl)-N'- 
ethylcarbodiimid (20mg/ml) und N-hydroxysucci- 
nimid (3 mg/ml) wahrend 5 min behandelt. Nach 
dem Waschen mit Acetatpuffer (0.01 M, pH = 
5.5) wird mit einer Losung von TNFa in Acetat- 
puffer 1 ug/ml wahrend 10 min inkubiert. Nach 
diesem Verfahren sind nach dem Waschen mit 
Acetatpuffer, PBS-PuHer (0.1 M; pH = 7.2) und 
Ethanolamin 1 M, pH = 8.5) ca. 2 ng/mm 2 TNFa 
kovalent immobilisiert. 

5.4. Darstellung eines erkennenden Elementes 
auf Ti02 nach Ausfuhrungsform B2 mit Antikor- 
pern als Rezeptormolekule: 

Das gertchtete Immobilisieren der Antikor- 
per erfolgt auf einer Dextrantragerschicht, wel- 
che nach Vorschrift 1.5, 4.2 dargestellt wurde. 
Fur das gerichtete Immobilisieren werden nach 
an sich bekannten Verfahren an den Karboh- 
ydratresten der Antikorper durch Oxidation freie 
Aldehydfunktionen erzeugt. Die Dextranschicht 
auf dem Ti02-Wellenleiter wird mit einer wSsse- 
rigen Losung von N-(3-dimethylaminopropyl)-N'- 
ethylcarbodiimid (20mg/ml) und N-hydroxysucci- 
nimid (3 mg/ml) wahrend 5 min behandelt. Nach 
dem Waschen mit Wasser werden die aktivier- 
ten Karbonsaurefunktionen an der Oberflache 
durch den Kontakt mit einer wasserigen Losung 
von Hydrazin-Monohydrochlorid (1 mM) zu Hy- 
draziden umgesetzt. Diese Oberflache wird wah- 
rend 20 min mit einer Losung der oxidativ be- 
handelten Antikorper (1 ug/ml in Acetatpuffer 
(0.01 M, pH =5.5)) in Kontakt gebracht. Die 
Oberflache wird mit PBS (0.1 M; pH = 7.2) und 
einer wasserigen Losung von Ethanolamin (1 M; 
pH = 8.5) gewaschen. Dieses Verfahren fuhrt 
zu einer gerichteten Immobilisierung von ca. 5 
ng/mm 2 Antikorper auf der Dextran-Trager- 
schicht. 

Patentanspruche 

1. Optischer Biosensor bestehend aus einem die- 
lektrischen Wellenleiter und einer organischen 
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Tragerschicht an welche Rezeptormolekule ge- 
bunden sind, dadurch gekennzeichnet, dass 
die organische Tragerschicht eine monomole- 
kulare Schicht bildet, wobei die Tragerschicht 
aus Molekulen der allgemeinen Formel I 5 

> Si - Y - Z I 



8. Verfahren zur Herstellung eines optischen Bio- 
sensors nach einem der Anspruche 1*7, da- 
durch gekennzeichnet, dass fur die Herstellung 
der geordneten monomolekularen Schicht, Ver- 
bindungen der allgemeinen Formel II 

(FPR 2 R3)Si-Y-X II 



besteht und die Molekule der Trager- 
schicht uber das Si-Atom direkt an einen TiCV *o 
Wellenleiter oder gewunschtenfalls indirekt 
uber eine Zwischenschicht an einen Ti02-Wel- 
lenleiter gebunden sind. 

2. Optischer Biosensor nach Anspruch 1, dadurch 75 
gekennzeichnet, dass die Gruppe Y eine Spa- 
cergruppe darstellt und es sich bei den Grup- 
pen Z um Hydroxyl-, Karboxyl, Amin- oder um 
Methyl-, Alkyl- oder Fluoralkyl-Gruppen han- 
delt. 20 



verwendet werden, wobei X Wasserstoff, Fluor 
oder eine chemisch reaktive Gruppe ist, 
FVR 2 R 3 Alkyl, Alkoxy oder Halogen ist. Y eine 
Spacergruppe ist und dass diese Verbindun- 
gen entweder aus der Gasphase oder aus L6- 
sung auf den Ti02 -Wellenleiter aufgebracht 
werden und gegebenenfalls die Gruppe X 
nachtraglich durch Oxidation, Reduktion, Sub- 
stitution oder Addition so verandert wird, dass 
die Gruppe Z entsteht und an die Gruppe Z 
das Rezeptormolekul angekoppelt werden 
kann. 



3. Optischer Biosensor nach einem der Anspru- 
che 1-2, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
bei den Gruppen Z um Derivate von hydrophi- 
len, kurzkettigen Molekulen wie Oligovinylalko- 
hole, Oligoacrylsauren, Oligoacrylsaurederiva- 
te, ONgoelhylenglykole oder um mono- oder 
oligo-Saccharide mtt 1-7 Zuckereinheiten oder 
um Karboxyglycoside Oder Aminoglycoside mit 
1-5 Zuckereinheiten handelt. 

4. Optischer Biosensor nach einem der Anspru- 
che 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
bei den Aminoglycosiden um Derivate von Ver- 
bindungen wie Fradiomycin, Kanamycin, Stre- 
ptomycin, Xylostasin, Butirosin oder Chitosan 
handelt. 

5. Optischer Biosensor nach einem der Anspru- 
che 1-4, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
bei den Gruppen Z um hydrogelbildende 
Gruppen handelt. 

6. Optischer Biosensor nach einem der Anspru- 
che 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
bei den hydrogelbildenden Gruppen um Deri- 
vate von Polysacchariden wie Dextran, Agaro- 
se, Algininsaure, Starke, Zellulose und Deriva- 
te derartiger Polysaccharide oder um hydro- 
phile Polymere wie Polyvinylalkohole, Poly- 
acrylsauren, Polyethylenglykote und ihre Deri- 
vate handelt. 



9. Verfahren zur Herstellung eines optischen Bio- 
sensors nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Gruppe Z durch Addition, 

25 Substitution, Oxidation oder Reduktion so ver- 

andert wird, dass sie Gruppen, Molekule oder 
Molekulverbande tragt, welche das Aufkonzen- 
trieren von RezeptormolekUlen in gerichteter 
oder ungerichteter Art und Weise erlauben. 

30 

10. Verfahren zur Herstellung eines optischen Bio- 
sensors nach einem der Anspruche 8-9, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Gruppe Z 
durch Addition, Substitution, Oxidation oder 

35 Reduktion so verandert wird, dass sie an- 

schliessend photoreaktive Gruppen tragt. 

11. Verwendung eines optischen Biosensors, nach 
einem der Anspruche 1-10 zur Bestimmung 

40 von Konzentrationen eines Analytmolekuls in 

Losung oder zur Quantifizierung einer Wech- 
selwirkung zwischen Analyt und Rezeptormole- 
kul auf der Basis von thermodynamischen und 
kinetischen Daten. 

45 



50 



7. Optischer Biosensor nach einem der Anspru- 
che 1-6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 55 
bei der Zwischenschicht um eine dunne 
Schicht (d< 20 nm) von Si02 oder Al 2 03 han- 
delt. 
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